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タンナーゼによるタンニンー蛋白質複合体の再溶解
野　村　範　子
［緒　　言］
　現在、地球は様々な問題を抱えているが、食料危機もその中の大きなひとつといえよう。
人類が自給自足経済の中で生きていた間は、人口と食料生産はほぼ平衡していたのであるが、
流通手段の発達に伴い、地域ごとに両者の均衡は大きく崩れ、政治的な解決手段が見出だせ
ないまま、食料危機が深刻化してきている。総人口53億人中その約8割が開発途上国で占め
られ、しかもその割合は年々高くなり、2025年には全体の85％になると推測されている1）。し
かし、食料生産はアメリカをはじめとする先進国に偏り、世界全体としては食料は十分ある
にもかかわらず、現在少なくとも4億5千万人が食料不足に悩んでいる2）。特に蛋白質欠乏が
大きな問題となっているが、今後、先進国の動物性食品の摂取過剰や、開発途上国の栄養水
準の向上、人口増加によって、蛋白質がますます不足することは容易に想像できる。
　このような状況のもとでは、新蛋白源の開発や未利用蛋白質の利用が急務である。我々は、
未利用蛋白質を効率よく回収し食料として利用するため、図1のようなシステムの検討を
行っている。
稀薄蛋白溶液沈殿’分離タ壷顧響合再溶解螺鼻嚇膜撒［i壷亙
タンニン酸
図1稀薄蛋白質回収システム
　微生物菌体、植物（アルファルファ、ホテイアオイなど）、食品加工場廃水（水産練製品、
屠場など）の蛋白質は、稀薄水溶液として供給されるため、水からの分離をいかに低エネル
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ギーで行うかが目的達成の鍵となる。そのためには、分離操作の工程に水の加熱・蒸発操作
は含まれず、機械的操作のみで行われなければならない。
　タンニン酸は蛋白質と特異的に結合して水不溶性複合体を形成するので、遠心分離によっ
て容易に水と蛋白質に分離できる。複合体をタンナーゼで再溶解させることができれば、両
者は膜分離で分離することができる。タンニン酸とタンナーゼを固定化しておけば、循環再
利用が可能である。本研究では、モデル蛋白質としてヘモグロビン（屠場廃水）とクロレラ
を選び、複合体の形成条件、複合体の再解離条件を検討した。
［材料および方法］
1．タンニン酸（和光純薬工業株式会社　Tannic　acid）
　図2の手順で精製をする。局方タンニン酸を水に溶解し（室温）、それにエチルエーテルを
加え抽出する。タンニン酸は水相にとどまるので、水層のみを回収する。水層のエーテルを
充分に除いた後、pHを6．8に調整して、酢酸エチルで抽出する。タンニン酸は酢酸エチル相に
移るので、酢酸エチル層をロータリーエバボレータで減圧濃縮する。混在する水分のために、
減圧濃縮のみでは粉末にならないので、充分に酢酸エチルを除いた後、凍結乾燥して、精製
タンニン酸を得る。密栓をしてデシケーター中に保存する。
局方タンニン酸水溶液
「＿」ζ　一テル
エーテル層　　　　　　水層
（ピロガロール等）　　　　pH6．8（NaOH）
　　　　　　　　　　　　酢酸エチル抽出
水層　　　　酢酸エチル層
（遊離酸没食子酸等） 減圧濃縮
（ロータリーエバボレータ）
凍結乾燥
精製タンニン酸
図2タンニン酸精製手順
2．タンナーゼ（三共株式会社　Tannase）
、4sρ．o形αθ起源の酵素粗粉末。タンニン酸中のエステル結合を加水分解してグルコースと
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没食子酸を生ずる。至適pH4．5。活性の単位は、25℃で1分間に1μmolの没食子酸が生成さ
れる量を1unitとする。
3．ヘモグロビン　牛血清（和光純薬工業株式会社　Hemoglobin　bov三ne）
　図3の手順で精製する。ヘモグロビンを水に溶解し、pH3．0に調整する。遠心分離（3，000
rpm　10min）をして、不溶性区分を沈殿させる。上澄をpH6．8に調整、等電沈殿する。遠心
分離（3，000rpm　10min）をして沈殿物を回収、少量の蒸留水に分散後、冷蔵庫内で透析脱塩
する。凍結乾燥をして、精製ヘモグロビン粉末を得る。密栓をして、デシケーター内に保存
する。
図3ヘモグロビン精製手順
4．クロレラ
　培養されたクロレラを水洗浄後噴霧乾燥して粉末状にしたもの。全窒素量は、0．106g／dry
－9である。
5．ペーパークロマトグラフィ
　n一ブタノール：酢酸：水＝4二1：2、室温で展開した。濾紙はアドバンテック東洋
Nd51。風乾後1％塩化鉄水溶液で発色する。フェノール性物質（タンニン酸、没食子酸、分
解中間物）は青黒色に発色する。
6．ヘモグロビン、タンニン酸濃度
　ヘモグロビン、タンニン酸の濃度は吸光度により算出する。ヘモグロビンとタンニン酸水
溶液（共にpH　3）の吸光スペクトルは、それぞれ405、285nmにピークを有する。もし、両者
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が共存するとき、この波長における吸光度が互いに影響し合わないとすれば、混合液の吸光
度は、それぞれの吸光度の和になる。従って、285、405nmそれぞれの波長での、ヘモグロビ
ン、タンニン酸の単位濃度あたりの吸光度をal、　a，、　b、、　b2、混合液の吸光度をc、、　c2とす
れば、
　　　Cl＝a1H十b1T…◆………・…・…・……………・・…・…・…………・・………………・……・（1）
　　　c2＝a2H十b2T・・……………・………・……・…・…・・……………・…………・…・…・……（2）
但し、H、　Tはヘモグロビンとタンニン酸の混合液中の濃度である。（1）、（2）式からH、　Tは
それぞれ下のように求められる。
　　　H嘉≡鵠1………・一…・・……一・…………………………一……・………・…③
　　　T一話1≡謡一……・………一……・・…・……………・一……・…………………・（・）
　　　　H：混合液中のヘモグロビン濃度
　　　　T：混合液中のタンニン酸濃度
　　　　a、：285nmでのヘモグロビン単位濃度当たりの吸光度
　　　　b1：285nmでのタンニン酸単位濃度当たりの吸光度
　　　　c1：285nmでの混合液の吸光度
　　　　a2：405nmでのヘモグロビン単位濃度当たりの吸光度
　　　　b2：405nmでのタンニン酸単位濃度当たりの吸光度
　　　　c2：405㎜での混合液の吸光度
7．ヘモグロビンータンニン酸複合体
　タンニン酸によるヘモグロビンの沈殿率は次のように求めた。濃度H。［㎎／ml］のヘモグロ
ビン水溶液VH［ml］、同じくT。［㎎／ml］のタンニン酸水溶液VT［ml］を混和する。生成した水
不溶のヘモグロビンータンニン酸複合体（以後H－Tcomplex）を、遠心分離（10，000rpm　10
min）して取り除く。上澄液（体積VH＋VT［ml］）をpH　1～3に調整後、285、405nmにおけ
る吸光度を測定する。（3）、（4）式から上澄液中の両者の濃度（H、T［㎎／ml］）が算出できる。
沈殿中に移行したヘモグロビン、タンニン酸の量はそれぞれ
　　　h＝HoVH－H（VH十VT）［㎎／ml］・・……・・……・………一・・…………一…・・一……（5）
　　　t＝ToVT－T（VH十VT）　［㎎／ml］・・…………・……・………一・…・……・………・…（6）
で求められる。従って沈殿率はh／H。で与えられる。
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8．H－Tcomplex中の存在比
　1モルのヘモグロビンにnモルのタンニン酸が結合して凝集・沈殿すると仮定し、平衡状
態における濃度をH、T、　HT．［㎎／mlコ、分子量をMH、　MT、　MH＋nMTとすれば、
　　　H／M。＋。T／M。＿亙＿HT。／（M。＋。M。）．＿＿＿＿＿．．＿．＿＿＿＿＿．．．＿＿＿．．（7）
　　　K＝［HTη／（MH十nMT）招［H／MH］・［T／MT⊃n｝・…………………………………・一（8）
両辺の対数をとって移項すれば、
　　　log｛［HT。］／［H］｝＝nlog［T］十10gK1・………………………・…・…・……………一・（9）
但し、K〆＝K（MH十nMT）／（MH・MTn）……・…………………・……・・…………・……………・（10）
したがって両対数座標で縦軸に［HT。］／［H］、横軸に［T］をプロットすれば、勾配からn、
［T］＝1のときの縦軸の値からK’が求められる。ここでHとTは（3）、（4）式から、［HTn］は（h十
t）／（VH＋VT）で与えられる。　MH～70000、　MT～2000とすれば
　　　K～K’（70000×2000n）／（70000十2000n）……………・………・………・………………（ID
9．タンナーゼによるH－Tcornplexの再溶解
　前述の方法を用いて形成させたH－Tcomplexを蒸留水で洗浄した後、蒸留水に分散し、タ
ンナーゼ水溶液を添加する。30℃で撹拝しながら、経時的にサンプリングして、遠心分離
（10，000rpm　10min）をする。再溶解した部分は上澄液に来るから、285nm、405㎜における
上澄液の吸光度を測定すれば、（3）、（4）式から上澄液中のヘモグロビンとタンニン酸の濃度を
知ることができる。但し、タンニン酸はタンナーゼで分解されて没食子酸になっているので、
単位濃度当たりの吸光度が変わっているから、H、　Tの計算値は近似値になる。分散液の初
期濃度は、分散液のpHを3以下に調整して複合体を溶解させた後、285、405nmにおける吸光
度を測定すれば求められる。上澄液のHと初期Hの比が再溶解率である。
10．クロレラからの蛋白質抽出
　乾燥クロレラを0．ユM－NaOHに分散し、室温で24時間抽出した後、遠心分離（8，000rpm　10
min）をする。上澄液をpH　7に調整した後、流水で24時間、蒸留水（5℃）で24時間透析脱
塩したものをクロレラ蛋白質溶液とする。窒素量はケルダール法によって求めた。
11、クロレラ蛋白質一タンニン酸複合体の形成
　窒素濃度CN。［mg／ml］のクロレラ蛋白質溶液Vc［ml］と、T。［㎎／ml］のタンニン酸溶液VT［ml］
を混合し、遠心分離（10，000rpm　10min）をして複合体（以後C－Tcomplex）を沈殿させる。
C－Tcomplexの全量を2回蒸留水で洗浄した後、ケルダール法によってC－Tcomplexの窒素
量N［㎎］を求めた。初発のクロレラ窒素量（CN。×Vc）からNを引き算すれば、上澄の窒素
量N’がわかる。尚、タンニン酸の窒素含量を測定したところ、0．24㎎／gでクロレラの窒素含
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量0．106g／gに比べて極めて小さいので、0［㎎／g］として考えた。
　H－Tcomplexと同様、窒素1モルにnモルのタンニン酸が結合して凝集・沈殿すると仮定
してnおよび沈殿率を求める。しかし、この場合タンニン酸上澄濃度Tはわからないので、
H－Tcomplexの場合とやや解析方法を変え、次のように考えた。
　複合体形成時の平衡状態におけるクロレラ蛋白質性窒素、タンニン酸、複合体の窒素濃度
をそれぞれC、T、　CT．［㎎／ml］、分子量をMc、　MT、　Mc＋nMT、平衡定数をKとすれば（9）式
とまったく同様の式が成り立つ。
　　　log｛［CTn］／［C］｝＝nlog［T］十logK’………・……………………・・………………・・…・（12）
但しK’＝K（Mc＋nMT）／（Mc・MTn）……・…………・…………………・…………・…・…・…（13）
複合体単位量当たりの蛋白質性窒素含量、タンニン酸含量を一定とすれば
　　　［CTn］＝k1×［複合体蛋白質性窒素］＝k2N…・……………………………・…・……00
　　　［T］＝［To］－k3×［CTn］＝［To］－k2k3N　…………・…………・・……・………・・……（15）
但し、kl、　k2、　k3は定数。
（10、（15）式を02）式に代入し、さらにすべての定数項をまとめて改めてK’と書けば
　　　logN／N’＝nlog｛［To］－k2k3N｝十logK’…………・・……………・…・・………………・（16）
もし［T。］＞＞k2k3Nが成り立つならば、両対数座標の縦軸にN／N’、横軸にT。をプロットすれ
ば直線が得られ、勾配からnがわかる。沈殿率はN／（CN。×Vc）で与えられる。
12．C－Tcomplexの再溶解
　上記の方法を用いて形成したC－Tcomplexを2回蒸留水で洗浄した後、蒸留水に分散する。
これにタンナーゼ水溶液を添加し、30℃で撹絆しながら経時的にサンプリングをして、遠心
分離（10，000rpm　10min）をする。上澄液の窒素濃度を調べることにより、再溶解率がわか
る。尚、タンナーゼの窒素濃度（L6×10’2㎎／U）は常に上澄液に来るものとして計算してあ
る。
［結果および考察］
1．混合溶液中の濃度の測定
　ヘモグロビンとタンニン酸の単位濃度［㎎／ml］当たりの吸光度は285nmでヘモグロビン
a1＝1．6372、タンニン酸b1ニ47．3043。405nmでヘモグロビンa2＝1．7410、タンニン酸b2ニ
0．0254であった。（3）、（4）式にa、、b1、a、、b、を代入して、混合溶液中のヘモグロビンとタンニン
酸の濃度はそれぞれ次式で与えられる。
　　　H＝0．5747c2－3．0845×10－4　c　1・…　’・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・…　◆◆一・・…　（17）
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　　　T＝2．115×10－2cl－1．989×10－2c2……………・…・………・……・・……………・……（18）
濃度既知の混合溶液の吸光度c1、　c2を測定して、実際の濃度（HExp、　TExp）と、（17）、（18）式を
用いて算出した混合液中の濃度（HCAL、　TCAL）の比を求めた。結果を図4、5に示す。図で
わかるように低濃度時の値にバラつきがみられた。比較的バラつきの少ないヘモグロビン濃
度0．1㎎／ml、タンニン酸濃度0．01㎎／ml以上のデータで平均値と標準偏差を算出した。（表1）
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表1．ヘモグロビン、タンニン酸濃度『実験値／計算値』の平均値と標準偏差
実験値／計算値 データ数 合　　計 平均値 標準偏差 標準偏差／平均値
ヘモグロビン 17 19，258 1，133 0，035 0．0309
タンニン酸 7 7，409 1，058 0，034 0．0321
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　真の濃度は、計算値をヘモグロビンでは1．133倍、タンニン酸ではLO58倍すれば95％信頼
限界でほぼ測定値±6％程度になる。計算値が実際の濃度よりやや小さくなるのは、両者が
混在している時の吸光度に若干の相互作用があるためと考えられる。
2．ヘモグロビンータンニン酸複合体H－Tcomplexの形成
　（9）式にしたがってlog［T］vs．　log｛［HT．］／［H］｝をプロットした結果を図6に示す。タンニ
ン酸濃度T〈1．5［㎎／ml］ではn～0．3　and　K’～0．5、　T＞1．5ではn～6　and　K’～0．1の2
つの直線に分かれる。それぞれの場合の平衡定数KはK～1．5およびK～5．5×1018（式（ID）。こ
のことはタンニン酸濃度が1．5［㎎／ml］以下ではタンニン酸はほとんどヘモグロビンに結合せ
ず、沈殿の生成も少ないこと、タンニン酸濃度が1．5［㎎／ml］以上では1モルのヘモグロビン
に約6モルのタンニン酸が結合し、平衡は著しく沈殿のほうに偏っていることを示している。
ヘモグロビンは1．5［㎎／ml］以上のタンニン酸濃度の中では爆発的に変性し、凝集して沈殿す
ることになる。沈殿率h／H。は、最もよい条件の場合ほぼ100％であった。これはKが5．5×1018
に達することからも予想されるところである。
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3．タンナーゼによるH－Tcomplexの再溶解
再溶解率経時変化は、図7に示す通りである。H－Tcomplexにタンナーゼを添加すると（タ
ンナーゼ濃度0．5645U／nU）、ヘモグロビン、タンニン酸の両者は時間の経過とともに再溶解
し、最終的には100％になる。タンナーゼを添加しない場合の再溶解率は10％前後であるか
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ら、溶解はタンナーゼの作用によるものである。図を見る限りでは、タンニン酸の方が早く
再溶解しているが、これはタンナーゼの基質がタンニン酸であるためと思われる。っまり、
タンナーゼによってH－Tcomplexからタンニン酸が解離し、その後ヘモグロビンが溶解する
のであろう。あるいは前述の通りタンニン酸ではなく、没食子酸を測定していることによる
誤差が現れているのかもしれない。いずれにしても、複合体は酵素で再溶解されるから、反
応条件を検討すれば再溶解速度を制御することができる。
　再溶解速度は酵素濃度に加えて、H－Tcomplex濃度の濃度や粒度、撹拝の仕方、温度、　pH
などによって決まる。しかし、H－Tcomlexからタンニン酸が解離するメカニズム、ヘモグロ
ビンが再溶解する時の限界タンニン酸の結合量、没食子酸によるヘモグロビンの再沈殿が起
こらない条件など複雑なモデルが必要である。この解析のための数式モデルは後の研究に譲
る。
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図7　H－Tcomplexの再溶解率
　　　○一〇　タンナーゼ添加ヘモグロビン再溶解率
　　　ロー□　　　　〃　　　タンニン酸再溶解率
　　　×一×　タンナーゼ無添加ヘモグロビン再溶解率
　　　△一△　　　　　〃　　　タンニン酸再溶解率
4．クロレラからの蛋白質抽出
　クロレラ粉末から抽出液への抽出率は全窒素量の27～29％。蛋白性窒素量（トリクロロ酢
酸で沈殿する窒素）は、抽出量の38～46％であった。
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図8C－Tcomplexの存在比
5．C－Tcomplexの形成
　両対数座標の縦軸に10g［N／N’］、横軸にlog［To］をプロットした結果を図8に示す。　T
－Hcomplex同様2つの直線に分れたが、［N／N’］が0．01～1と小さく、C－Tcomplexがあま
り形成されていないことがわかる。これは、非蛋白性窒素が存在するためとも考えられるが、
とりあえずそれを無視して議論を進める。To〈7［㎎／ml］では、　n～0．5、　To＞7では、　n
～ 4に分かれる。T。〈7［㎎／m1］ではT。～Tの条件が成立しないので、（16）式は直線を与えな
い。一方タンニン酸濃度7［㎎／ml］以上では、　To～Tが成り立ちプロットはほぼ直線近似で
きる。こう考えると、T＞7［㎎／ml］の条件では1モルの窒素に対し4モルのタンニン酸が
結合することになる。最も大きい沈殿率は44．6％であった。
6．C－Tcomplexの再溶解
　C－Tcomplexの再溶解率経時変化を図9に示す。再溶解率90％になったNo　2を除き、多くの
場合再溶解率は10～30％前後であった。これは酵素濃度をH－Tcomplexの150倍（重量比）に
したときも同様であった。このことはC－Tcomplexを再溶解させるためには酵素濃度以外に
も未知の要因があることを示唆している。例えば蛋白質とタンニン酸の結合には、複合体を
形成する為の鍵となる結合が存在し、それが結合・解離することによって、沈殿・再溶解が
起きるのではないだろうか。鍵の結合が沈殿の表面近くにあるか、内部に隠れているかによっ
て再溶解の難易が左右される。こう考えると、再溶解速度が酵素濃度に必ずしも比例しない
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こと、複合体形成時にタンニン酸がある濃度を越えると、急激に蛋白質の変性・凝集が起き
ることが理解できる。
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　　　　　　　　　　図9C－Tcomplexの再溶解率
　　　　　　　　　　　　ロー□　No　1　タンナーゼ濃度10．4908U／m1
　　　　　　　　　　　　0－O　No　2　　　　〃　　　49．6593U／ml
　　　　　　　　　　　　　×一×　No　3　　　　〃　　　79．4998U／ml
7．ペーパークロマトグラフィ
　C－Tcomplex形成時の上澄、再溶解t分後の上澄について、ペーパークロマトグラフィで展
開・分離したところ、図10のようになった。C－Tcomplex形成時の上澄の物質（Rf値
0．24～0．60）は、タンニン酸（Rf値0．35～0．70）と同定できる。また、再溶解時の上澄の物
質は、標準没食子酸やタンニン酸にタンナーゼを添加した溶液のクロマトグラムから、没食
子酸関連物質（Rf値0．24、0．30）、没食子酸（Rf値0．65）、タンニン酸分解中間物質（Rf値0．93）
と同定できる。定量的なことはいえないが、ペーパーに塗布した試料量は概ね同じであるの
で、再溶解の時間経過と共に没食子酸が徐々に多くなっていることがわかる。もし、C－Tcom・
plexが再溶解しない理由が、没食子酸と結合して、再沈殿を起こしているとすれば、上澄中
の没食子酸の量は増加しないであろうから、再溶解しない原因は生成した没食子酸ではない
と思われる。
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酸　　成時上澄0分　30分　120分　240分　24h　　　　タンナーゼ
図10ペーパークロマトグラム
［要　　約］
1．ヘモグロビンは、タンニン酸1．5㎎／ml以上の濃度中ではほぼ100％沈殿する。クロレラ蛋
　白質は、タンニン酸7㎎／ml以上で沈殿しはじめる。
2．沈殿はタンナーゼによって再溶解する。
3．したがって図1のシステムの構築は基本的には可能であることが明らかになった。
　本実験を行うにあたり、試料のクロレラを下さいました明治大学岩本浩明先生、タンナー
ゼを下さいました三共株式会社、並びに直接ご指導頂きました本学飯淵貞明先生に深謝致し
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ます。また実験の一部を担当して下さった卒業生の石川、成川、志方、門井諸氏に感謝致し
ます。
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